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諸言 
 
 プロポリスは古くから人の健康維持に寄与する天然由来健康食品として利用されてきた．
プロポリスは，セイヨウミツバチが植物の樹脂，特に新芽や新葉，傷口を保護するための
一種の防御物質として分泌する滲出物を集めて巣に持ち帰り，巣の隙間を塞いで，外敵や
寒気の侵入を防ぐために用いられる物質である．近年では，プロポリスの様々な生理活性
が注目され，医薬用素材としても扱われるようになった．1) ローヤルゼリーやハチミツと異
なりプロポリスを産生するのはセイヨウミツバチのみであるため，採取できる量は非常に
少ないが，民間薬として広く世界各地で用いられてきた．プロポリスの効能については，
紀元前 300年の記録から読みとれるが，生理活性については，抗微生物 (細菌，真菌，原虫，
ウイルス) 活性，肝臓保護作用，抗酸化作用，抗炎症作用，抗腫瘍作用などが知られている.2)  
プロポリスは，抗炎症作用物質として古来より民間療法において使用されていたが，国
立健康・栄養研究所が公開する「健康食品の安全性・有効性情報」(http//www.nih.go.jp/eiken/) 
において，ヒトに対する効果があるとされているのは「免疫・癌・炎症」の項目のみであ
る．3)  
 プロポリスの構成は大部分が，樹脂，バルサム，ワックス，油性物質，花粉である． 
物質群では，アルコール類，アルデヒド類，有機酸 (エステル) 類，アミノ酸類，芳香族酸
類，芳香族エステル類，カルコン類，フラバノン類，フラボン及びフラボノール類，脂肪
酸類，ケトン類，テルペノイド類，ステロイド類，糖類となる．成分はセイヨウミツバチ
の生息環境に生育する植物の樹脂の混合物であることから，産地や起源植物ごとに含有す
る成分が異なるために効能も異なることになる．現在有効成分として caffeic acid (CA)，
caffeic acid phenethyl ester (CAPE)，quercetin，artepillin C，chrysin，galangin，pinocembrin な
どが明らかにされているが，詳細な薬効や作用機序について不明な点が多い．4) 
Grunbergerらによって，CAPE (Fig. 1) はプロポリスの抗微生物作用，6) 抗炎症作用，7) 抗
酸化作用，8) 抗腫瘍作用 9) の活性本体であると報告されている．5) 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. 1. CAPEの構造式 
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Fig. 2. caffeic acid ester (CAE)の基本骨格 
 
CA 誘導体はフェノール性水酸基を有する芳香環とアルキル側鎖が構造中央部のエステ
ル基で結合されている構造を有する caffeic acid ester (CAE)を基本骨格としている (Fig. 2)． 
当教室では，CA誘導体をリード化合物としてアルキル側鎖の炭素数 8の caffeic acid octyl 
ester (CAOE, Fig.3) を合成し，マウスマクロファージ細胞株の RAW264.7において大腸菌由
来のリポ多糖体 (lipopolysaccharide; LPS) 誘導による一酸化窒素 (nitric oxide; NO) の産生
を有意に抑制することを見出した．さらに 21種類の CA誘導体を合成し，構造活性相関の
解析により直鎖型 CA誘導体のうちアルキル側鎖の炭素数 11である caffeic acid undecyl ester 
(CAUE, Fig.3) においての殺細胞作用，NO産生抑制作用が最も強くなり，また IκBの分解
を抑制することで NF-κB の活性化を抑制すること，さらにこれら作用はアルキル側鎖の伸
長による化合物の脂溶性の増加に起因することが明らかとなった．10) 
植物をはじめとする天然物由来の医薬品を例に挙げると，古来より鎮痛作用を目的とし
て用いられてきたヤナギの枝にはサリシンが含まれており体内でサリチル酸に変換し抗炎
症作用を示す．このサリシンを原型としてアセチルサリチル酸であるアスピリンが合成さ
れ，さらに構造を有機合成により改変し，副作用の軽減や半減期が異なるなどの多くの消
炎鎮痛薬が生まれた．11) 多くの固形癌に適応がある抗腫瘍薬であるパクリタキセルは微小
管阻害作用をもち，セイヨウイチイの樹皮から得られる．しかしながら，セイヨウイチイ
は成長が遅く，樹皮を剥ぐと枯れてしまうために安定供給が困難であった．ゆえに，葉に
含まれる 10-アデセチルバッカチンⅢを用いてパクリタキセルを合成することで必要量の生
産が可能となった．12) このように天然物由来の成分を原型としてよりすぐれた化合物を得
るためには構造活性相関の検討は重要であることから，当教室では CAPE を原型とし，
CAOEさらには CAUEへと検討の範囲を広めてきた． 
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Fig. 3. CAOEおよび CAUEの構造式 
 
プロポリスと同様に，古くから病気の治療のために経験的に有効な植物を民間薬あるい
は漢方薬として用いてきたが，含まれる成分の作用機序について解明されていないものが
多い．フラボノイドもそのひとつであり，フラボノイド化合物を含む種々の健康食品も健
康維持に寄与する天然由来健康食品として注目されている．フラボノイドは C6-C3-C6 構造
をもつポリフェノール化合物の総称であり，自然界において天然色素として多く存在し，
苦味，辛味成分としても知られている．大豆に含まれるイソフラボンは女性ホルモンであ
るエストロゲンと似た構造をもち「植物性エストロゲン」とも呼ばれ，更年期障害の症状
の軽減に効果が期待されている．13) 緑茶に含まれるカテキンは強い抗酸化作用をもち，血
圧上昇抑制作用や血中コレステロール調節作用などの生活習慣病を予防する効果があると
され，14) また，ワインやブルーベリーなどのベリー系の果物に含まれるアントシアニンは
青紫色の天然色素で梅干しなどの着色料としても利用され，視覚機能の改善などが注目さ
れている．15) このように多くの種類のフラボノイドが健康食品として健康維持に活用され
ている． 
様々なフラボノイドの作用の中でも抗酸化作用は特に注目されており，糖尿病，高脂血
症，肝臓機能の低下などの生活習慣病の予防や老化を抑える効果が期待される．生体内に
おける活性酸素種 (Reactive Oxygen Species; ROS) は，エネルギー産生，侵入異物攻撃，不
要な細胞の処理，細胞情報伝達などの際に生産され，生体内の抗酸化システムで捕捉しき
れない内因性の余剰な ROSと紫外線や放射線の照射により発生する外因性の ROSがある．
それらROSが生体の構造や機能を担う脂質，タンパク質，酵素あるいは遺伝情報を司るDNA
を酸化し損傷を与えることで生体の構造や機能バランスが崩れ，生活習慣病や癌などの原
因となり，またビタミン C の破壊を促進しシミやくすみの原因となるメラニンの増加も引
き起こすなど老化を促進することが知られている． 
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グレープフルーツを代表とする多くの柑橘類に含まれるフラボン配糖体であるナリンジ
ン (Naringin; NG) は抗酸化酵素活性を上昇させ，細胞内の ROSの産生を抑制することで抗
酸化作用調節に重要な役割を果たしており，16) また，生体内脂質代謝やアルコール代謝の
活性化作用，17)  抗ウイルス作用，18)  抗炎症作用，19)  薬物代謝酵素の CYP1A2活性抑制作
用 20) なども有する．さらに NG は典型的な酸化的ストレスの誘発物質である過酸化水素 
(H2O2) 21) や酸化的ストレスを介して抗腫瘍効果を発現するシタラビン (1-β-Ｄ
-arabinofuranosylcytosine; Ara-C) によるアポトーシスを介する殺細胞作用を抑制するとの報
告もある．21) また， LPSによるエンドトキシンショックやマウスマクロファージ細胞株の
RAW264.7における LPSによる NOの産生を有意に抑制するとの報告もある．22) 一方で，
NG のアグリコンであるナリンゲニン (Naringenin; NGEN) は NGの生体内代謝物であり，
その殺細胞作用について検討した． 
 近年，悪性新生物をも呼ばれる癌は 40歳～80歳での死因順位 1位である．生活習慣，環
境因子など様々な要因により引き起こされる疾患である．癌治療は主に外科的手術，放射
線療法，化学療法があげられるが，外科的手術の困難な白血病の治療は化学療法が第一選
択となっている．白血病は，血球細胞の分化・増殖の調節機構に異常をきたし癌化した血
球細胞が無制限に分化・増殖する疾患である．発症原因は未だ不明な点は多いが，放射線
の曝露，ウイルス感染，抗腫瘍薬や化学薬品の曝露，先天性の染色体異常など様々な要因
があるとされている．主な症状は，正常赤血球の減少による労作時の息切れなどの貧血症
状，正常白血球の減少による易感染性，血小板の減少による出血傾向などがある．白血病
は臨床経過から慢性と急性に分けられ、さらに血球細胞の由来により「慢性骨髄性白血病」
「急性骨髄性白血病」「慢性リンパ性白血病」「急性リンパ性白血病」の４つに分類される．
治療は化学療法を中心に，寛解導入療法で完全寛解させ，その後，地固め療法，維持強化
療法を進め残存する白血病細胞を減らし，再発予防・治癒を目指す．また，正常な血球の
造血機構を再構築するために造血幹細胞移植も行われている．以前は白血病は不治の病と
されていたが，現在では化学療法や医療技術の進歩によって治療成績は飛躍的に改善され
ている． 
 化学療法において抗腫瘍薬は癌細胞に対する殺細胞作用を目的として患者に投与される． 
一般に培養細胞株における細胞死にはアポトーシスとネクローシスが共存している．アポ
トーシスは細胞にあらかじめ備わっている機能のひとつである．生物学的意義は主に形態
形成・生体制御・生体防御の３つに分けられる．形態形成は受精卵の発生過程に指間の細
胞がアポトーシスにより死滅することで精巧な指の形ができあがることや，神経系ネット
ワークにおいてシナプス形成に使われなかった神経細胞はアポトーシスによって除去され
ることが例としてあげられ，発生過程において組織，器官，成体の形成に重要である．生
体制御は成体において正常細胞の交替つまり老化した細胞の除去の際にアポトーシスは必
須である．生体防御としては自己反応性免疫細胞の除去や細胞障害性 T 細胞によるウイル
ス感染細胞や癌細胞の排除もアポトーシスによるものである．このように不要になった細
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胞を消去またはDNA傷害により成体に害になる可能性がある細胞を除去する役割をアポト
ーシスは担っている．アポトーシスの特徴は形態学的変化として細胞の縮小，クロマチン
の凝集，核の断片化，アポトーシス小体の発現等があげられ，隣接する細胞には影響を与
えない．アポトーシスは単なる細胞の崩壊過程ではなく，細胞外からの様々な刺激に応じ
て細胞内シグナル伝達が活性化することによって生じる能動的な細胞死である．一方，ネ
クローシスは細胞に火傷，毒物，虚血などの外傷が与えられたときの細胞死である．特徴
は浸潤と溶解，細胞内容物の流出があり，隣接する細胞にも影響し，ネクローシスへと誘
導する．アポトーシスの能動的な細胞死に対して，ネクローシスは受動的な細胞死といえ
る (Table 1)． 
 
Table 1. アポトーシスとネクローシスの相違 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
このことから，抗腫瘍薬による殺細胞作用は癌細胞に選択的にアポトーシスを引き起こ
すことが理想であると考えられる．アポトーシスの細胞内シグナル伝達は大きくふたつの
経路に分けられる．ひとつは細胞膜表面に存在するデスレセプターと呼ばれる受容体を介
してカスパーゼ-8，カスパーゼ-3を活性化させる経路で，外因性経路とも呼ばれている．も
うひとつは内因性経路と呼ばれミトコンドリアからのシトクロム cの遊離を介し，カスパー
ゼ-9，カスパーゼ-3を活性化する経路である．いずれの経路においても最終的にアポトーシ
ス実行因子であるカスパーゼ-3を活性化することでアポトーシスを誘導する (Fig. 3)．シタ
ラビン (Ara-C) やエトポシドなど多くの抗腫瘍薬はアポトーシスを誘導することで殺細胞
作用を示すことが知られている．23-26) そこで，プロポリスの構成成分の CA 誘導体を原型
として合成した CAUE による殺細胞作用 (第一，二章) とフラボノイドのひとつである
NGENによる殺細胞作用 (第三，四章) の発現機序を検討した． 
アポトーシス（ apoptosis） ネクローシス（ necrosis）
生理的（プログラムされた細胞死） 病理的な細胞死
／病理的な細胞死 
細胞におこる変化 核（クロマチン）の凝縮 細胞内小器官の膨潤
核の断片化 DNAのランダムな断片化
DNAの断片化（DNAラダーの形成） 細胞自体の膨潤と破裂 
アポトーシス小体の形成
シトクロムCのミトコンドリアから細胞質への漏出
細胞の凝縮と断片化
細胞膜ホスファチジルセリンの露出
経過 短時間に進行する 長期間にわたって漸次進行 
結果 アポトーシス細胞、アポトーシス小体は、マクロファージによって処理される
破裂した死細胞から細胞内容物が放出され、周辺組
織に炎症反応が引き起こされる
細胞内容物が露出せず炎症反応が起きない 
誘引 サイトカイン(TNFα、Fasリガンド) 外傷、火傷
細胞障害性T細胞による攻撃 補体による細胞破壊
薬物、放射線、熱刺激 薬物、放射線 
細胞死を起こす 発生過程の組織構築
生理的反応 　指の形成（指間の細胞の消失）、
　神経ネットワークの形成、
正常組織の再生
　白血球の死滅、皮膚、消化管上皮の脱落
免疫系
　自己反応性T細胞の除去
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Fig.3. アポトーシスの誘導機構 
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第一章 NALM-6における CAUEによるミトコンドリア障害に基づくアポトーシスの発現 
 
第一節 序論  
 プロポリスの構成成分のひとつである CA 誘導体には抗酸化作用 27) や抗炎症作用 28) な
ど多くの生物活性 29) があることが示され，CA誘導体のひとつである CAPEは抗腫瘍作用
をもつとの報告もある．30)  CAPEはカスパーゼ依存的なアポトーシスの発現とミトコンド
リアが関与する経路によって殺細胞作用の発現を誘導することが明らかにされており，31, 32) 
ミトコンドリア傷害によるアポトーシスの発現は抗アポトーシス因子のBcl-2の発現の抑制
が関与するミトコンドリア膜電位の低下に基づくとの報告がある．33) さらに Bcl-2 の発現
低下はアポトーシスの発現を調節すると考えられることから，癌化学療法における抗腫瘍
効果の増強につながるとの報告もある．34) 当教室での研究から CA誘導体のひとつである
CAOEはヒト白血病細胞株U937に対して CAPEと比較して 6倍以上の殺細胞作用を示すこ
とを見出しており，35) さらに，合成された CAUEはマウスマクロファージ細胞株 RAW264.7
において LPSによる NO産生抑制作用をもつことも明らかにしている．10) 
様々な細胞死のシグナルは一部を除きミトコンドリアに集約され，ミトコンドリアにお
いて作用するBcl-2ファミリータンパク質はミトコンドリアの膜透過性を制御することでア
ポトーシスシグナルの on/offを決定する機能を担っている．Bcl-2ファミリータンパク質は
機能と構造から３つのグループに分けられる． 
1) Bcl-2に代表されるアポトーシス抑制グループ 
2) Baxや Bakに代表されるアポトーシス促進グループ  
3) Bidや Bimに代表されるアポトーシス促進グループ 
グループ 1) の多くは BH (bcl-2ホモロジー)ドメインと呼ばれる特徴的なアミノ酸配列の 4
つ (BH1～4) すべてを有しており，ミトコンドリア膜に局在する．グループ 2) は BH1～3
のドメインを有する．グループ 3) は BH3ドメインのみを有しており，BH3-onlyタンパク
質と呼ばれる特徴を持ち，互いに結合することで機能を制御し，ミトコンドリア膜の透過
性を調節している．アポトーシス抑制型 Bcl-2 サブファミリーとアポトーシス促進型 Bcl-2
サブファミリーのバランスによりアポトーシスの on/off が決定され，アポトーシス促進型
Bcl-2サブファミリーが優位に活性化するとミトコンドリア膜透過性が亢進し，アポトーシ
スが実行される．36) そこで，CAUEによる殺細胞作用の発現機序について野生型 p53を発
現するヒト B細胞由来の急性リンパ球性白血病細胞株 NALM-6を用いて検討した． 
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第二節 実験材料および実験方法 
 
1．使用試薬 
Caffeic acid undecyl ester (CAUE) は当研究室で合成された． 10) その他試薬は
Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA), 和光純薬株式会社 (大阪) より購入した特級品を使用
した．細胞培養試薬は Invitrogen (Carlsbad, CA, USA) より購入した．CAUEは-20℃で保存
し, 細胞増殖に影響を与えない終濃度 0.5 %以下の dimethyl sulfoxide (DMSO) に用時溶解し
使用した． 
  
 
2．使用細胞および細胞培養 
 NALM-6 (B 細胞由来ヒト白血病細胞株) は, 東北大学加齢医学研究所医用細胞試験セン
ター (仙台) より供与されたものを使用した．細胞培養は RPMI1640培地 (和光純薬株式会
社, Code.No.189-02025, 大阪) を用い, 10% fetal bovine serum (FBS), 10 mM HEPESおよび
penicillin G (100 U/mL)/streptomycin (100 µg/mL) 存在下において, 37℃, 5% CO2環境下イン
キュベーターにて常法に従い継代培養を行った． 
 
 
3．核の形態学的観察 
アポトーシスの発現はビスベンズイミド H33342 フルオロクロム三塩酸塩 (H33342)によ
る核の蛍光染色により観察した．細胞を 4×104 個/well に調製し 96 穴プレートに播種した．
その後 CAUEを 1 µⅯ処置し, 所定の時間後 H33342を 0.5 µL/well (終濃度 5 µM) 加え,室温
で 5～10分間暗所で静置した後, 蛍光顕微鏡 TE300 (Nicon，東京) で観察した (励起波長 360 
nm，蛍光波長 420 nm)．核の断片化とクロマチンの凝集が認められる細胞をアポトーシス細
胞とした．各々のサンプルは少なくとも 300個の細胞を数えアポトーシス率を算出した． 
 
 
4．MTT法 
殺細胞作用は，3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5,diphenyl tetrazolium bromide (MTT; 同仁化学
研究所，熊本) 法により測定した．細胞を 4×104 個/well に調製し，96 穴プレートに播種し
た．CAUEを各濃度に処置し，さらに 24時間後にMTT (0.5 mg/mL) を 10 µL/well加え，37℃
で 90分間培養し，遠心分離 (300×g, 5 min) 後，上清を除き，0.04 N HCl添加した塩酸イソ
プロパノールを 100 µL/well加え，よく撹拌後，590 nmにおける吸光度を Inter-med model 
NJ-2300 Microplate Readerにて測定した．細胞の生存率 (%) は control群との比較により算
出した． 
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5．フローサイトメトリーによる細胞周期の測定 
 細胞を 4×105個/mLに調製し，2 mLずつ 35 mm dishに播種し，CAUEを各濃度で処置
後，12 時間後に遠心分離により細胞のみを回収した．回収した細胞は phosphate-buffered 
saline; PBSで洗浄し, 0.5 % RNase A，0.1% Triton X-100，50 µg/mL ヨウ化プロピジウム 
(Propidium Iodide; PI) を含む PI染色液 2 mL に細胞を溶解させたあと，FACS calibur 
(Becton Dickenson, San Jose, CA, USA) により測定し， CellQuest Proを用いて hypodiploid 
cells (apoptopic sub-G1 peak) の発現を指標として解析を行った． 
 
 
6．Western blotting法 
細胞 5×105個/ mL，10 mLを90 mm dish に播種し，CAUEを所定の濃度で処置し，24時間
培養した．遠心分離することで細胞のみを回収し，PBSにて2回洗浄を行い，細胞のみを回
収した．CelLytic M (Sigma, St. Louis, MO, USA) を50 µL用いて細胞をよく懸濁し，氷上に10
分間静置後，15000×g，15分間遠心分離した上清を抽出した総タンパク質溶液とした． タ
ンパク質濃度はBicinchoninic acid Kit (Thermo, Rockford, IL, USA) を用いて測定した． 
10-15% SDS-ポリアクリルアミドゲルに30 µg/laneでアプライし， 200Vで45分間電気泳
動を行った後，Immobilon®-P (Merck Millipore, Darmstadt, Germany ) に30 Vで一晩転写した．
転写後のImmobilon®-PはBlocking One® (ナカライテスク，京都) で1時間ブロッキングし，
T.TBS (0.05% Tween 20 含 Tris-buffered saline；25mM Tris-HCl，pH7.4，137 mM NaCl，2.68 
mM KCl をH2O に溶解した溶液)で洗い流した後， 4℃一晩，一次抗体と反応させ，再度 
T.TBSで洗浄し，二次抗体と室温１時間反応させ，T.TBS で洗浄後，タンパク質の発現を
Pierce® western blotting substrate (Thermo, Rockford, IL, USA) を用いてX線フィルムへ30秒ま
たは60秒転写し，解析検討した． 内在性コントロールタンパク質はβ-actinを用い，各タン
パク質量が一定であることを確認した．なお，抗体は全てCell Signaling Technology ; CST (San 
Diego, CA, USA) 社のものを使用し，各タンパク質の測定に用いたゲル濃度，一次抗体，二
次抗体の条件は以下の通りである． 
・anti-mouse Bcl-2 抗体 (15％ゲル; 1000倍希釈) 
・anti-rabbit Caspase-3 抗体 (15％ゲル; 1000倍希釈) 
・anti-rabbit Cleaved Caspase-3 抗体 (15％ゲル; 1000倍希釈) 
・anti- rabbit PARP 抗体 (10％ゲル; 1000倍希釈) 
・anti- rabbit NF-κB p65 抗体 (10％ゲル; 1000倍希釈) 
・anti- rabbit NF-κB p50 抗体 (10％ゲル; 1000倍希釈) 
・anti- rabbit IκBα 抗体 (15％ゲル; 1000倍希釈) 
・anti-rabbit β-actin 抗体 (15％ゲル; 1000倍希釈) 
・anti-mouse IgG 抗体 (10000倍希釈) 
・anti- rabbit IgG 抗体 (10000倍希釈) 
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7．カスパーゼ阻害剤による影響 
 広域カスパーゼ阻害剤は，広域カスパーゼ阻害作用を有する Z-VAD-FMK (ペプチド
研究所，大阪)を用いた． 細胞を 4×105 個/mLに調製し，阻害剤 (終濃度 40 µM) を添
加後 1時間インキュベートした後，CAUEを処置し，96穴プレートに播種した．24時間
培養し，H33342を 0.5 µL/well加え，室温にて 5-10分間暗所で静置した後，蛍光顕微鏡 TE300 
(Nikon，東京)で核の形態学的変化を観察した． 
 
 
8．ミトコンドリア膜透過性への影響 
 細胞を 4×105個/ mLに調製し 2 mLずつ 35 mm dishに播種し，CAUEを各濃度で処置後，
所定の時間培養した．培養後，Rhodamine 123 (R123) 0.3 µⅯを処置し，15分後に遠心分離
により細胞を回収し，PBSで 2回洗浄後再び細胞のみを回収した．さらに PBS 1 mLに細胞
を溶解させ，FACS calibur (Becton Dickenson, San Jose, CA, USA) により測定，解析した． 
 
 
9．Bcl-2 siRNA ノックダウン assay 
 細胞への siRNAトランスフェクションは，NEONTM transfection system (Invitrogen Corp., 
Carlsbad, CA, USA) を用い，プロトコールに従い行った．細胞を回収後，PBSで 2回洗浄し，
2×105個に対し各々50 pmolの siRNA (Gen Bank.NM_000657) を添加し 10 µLを Neon tipで
1380V，3 palseでエレクトロポレーションを行った．抗生物質無添加培地にて一晩培養
後，CAUE を処置した．Light Cycler (Roche, Basel, Awitzerland) を用いて quatitative 
real-time PCR (qPCR) を行い，mRNAレベルでの Bcl-2の定量化を行った． 
  
 
10．Quantitative reverse transcription polymerase chain reaction (qPCR) 法 
 細胞を 4×105個/ mLに調製し 2 mLずつ 35 mm dishに播種し，CAUEを各濃度で処置後，
所定の時間培養した．培養後，遠心分離により細胞のみを回収し PBSにて 2回洗浄を行い，
再度細胞のみを回収した．回収した細胞を ISOGEN (Nippongene，東京) 500 µLで溶解し， 
5分室温静置した後クロロホルムを 100 µL添加し，激しく攪拌した．12000×g，15分間遠
心分離後三層に分離した上清のみを回収し，イソプロパノール 500 µLを加え 5分間室温
静置した．さらに，12000×g，10 分間遠心分離し，上清を除去後，70％エタノールを添
加し 7500×g，5分間遠心分離した．上清を完全に除去し，沈殿物に TE bufferを 20 µL
加えて溶解し，mRNA の抽出溶液とした．逆転写 (Reverse-transcriptase; RT) 反応には
ReverTra Ace qPCR RT Kit (TOYOBO，大阪) を用いた．Total RNA (100 ng) を含む全量 10 µL
の反応系 [nuclease-free water, 5×RT buffer, enzyme mix, primer mix] を用い，DNA増幅装置
iCycler (Bio-Rad) で 37℃，15 分間反応後，98℃，5 分間加熱処理を行った． 各生成物を
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20倍希釈し cDNA溶液として以後の検討に用いた．real-time PCRは SYBR® Premix Ex TaqTM 
(Takara Bio，滋賀) を用い，反応液 1 µLを鋳型とし，各 primerを含む全量 20 µLの反応系 
[10 µM forward primer, 10µM revers primer, SYBR Premix Ex Taq (2×)] を用い，LightCycler®
で [95℃，15秒，55℃，20秒，72℃，20秒] を 1サイクルとし，40サイクル実施した．得
られた結果から⊿⊿CT法にて mRNA発現量の評価を行った． 
 
 
11． 統計処理 
有意差検定は危険率を P<0.05, 0.01として，Fisher’s PLSD あるいは Scheffe’s F testを用い
た． 
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第三節 結果 
 
1. CAUEの殺細胞作用 
CAUE 処置 24 時間後における正常ヒトリンパ球への影響への影響を MTT法により検討
した．NALM-6においては CAUE 0.3 µⅯより殺細胞作用が示されるが，正常ヒトリンパ球
においては最大用量の 6 µⅯにおいても有意な殺細胞作用は認められなかった．(Fig.1) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. 1. Cytotoxicity of undecyl caffeate (caffeic acid undecyl ester, CAUE) against normal human 
lymphocytes or B cell leukemia NALM-6 cells.  
Closed (●) or open circle (○) indicates normal human lymphocytes or NALM-6 cells, respectively. 
Cytotoxicity was assessed using the MTT assay following incubation of the cells with the indicated 
concentration of CAUE for 24h. Survival (%) was calculated relative to the each control (CAUE 
vehicle). The results are means ± SEM of three individual studies. **P<0.01 compared with the 
control group under the indicated culture condition. 
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2. CAUEによるアポトーシス誘導作用 
 CAUE によるアポトーシスの誘導作用を核の形態学的観察とフローサイトメトリーによ
る apoptopic sub-G1 peakを指標とした解析により検討した． 
 CAUE (1 µⅯ) 処置した NALM-6において，アポトーシスに特徴的な核の断片化，ク
ロマチンの凝集，アポトーシス小体を示す細胞が 6，12および 24 時間と処置時間に依存
して増加することが認められた (Fig. 2A)．また，フローサイトメトリーにおいても
CAUE処置 6時間後において Controlでは 3.03%であった， apoptopic sub-G1 peak が，0.1 
µⅯでは 4.95%，0.3 µⅯでは 3.37%，0.6 µⅯでは 13.63%，1 µⅯでは 15.8％とほぼ用量依存
的に増大した．また，12 時間後においては Controlでは 6.7%であった，apoptopic sub-G1 
peak が，0.1 µⅯでは 12.41%，0.3 µⅯでは 20.27%，0.6 µⅯでは 50.31%さらに 1 µⅯでは
57.89％と用量に依存し増大したことから，時間にも依存して増大することが認められた 
(Fig. 2B)． 
さらに，このときアポトーシスに関連するタンパク質の変動をWestern blotting法により
検討した．アポトーシスの実行過程に関わるカスパーゼ-3 の活性化体である切断型カスパ
ーゼ-3の増大と，その基質となる poly (ADP-ribose) polymerase (PARP) の分解が用量に依存
して認められた (Fig. 3)．また，CAUEによるアポトーシスは広域カスパーゼ阻害剤である
Z-VAD-FMKを前処置することで有意に抑制された (Fig. 4)． 
 
 
 
 
A 
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 B 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. 2.  Induction of apoptotic phenotype by CAUE in NALM-6 cells. 
(A) Nuclear morphological changes. NALM-6 cells were treated with １µⅯ CAUE for 0 (a), 6 
(b), 12 (c), or 24 h (d). Cell nuclei were then stained with H33342 and evaluated by fluorescent 
microscopy (magnification, x400).  
(B) Detection of hypodiploid cells (sub-G1 peak). Incubation with indicated concentration of 
CAUE for 6 or 12 h, with subsequent measurement of the apoptotic sub-G1 peak by flow 
cytometry. Experiments are representative of a minimum of three separate experiments. 
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Fig. 3. Western blotting analysis of CAUE-induced changes in the level of apoptosis related proteins. 
 Cells were incubated with the indicated concentrations of CAUE overnight, and expression of the 
indicated protein was then analyzed by western blotting using expression of β-actin as a loading 
control. Experiments are representative of a minimum of three separate experiments. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. 4. Effects of caspase inhibitor on CAUE-induced apoptosis. 
 Cells were pretreated with the caspase inhibitor, Z-VAD-FMK (40 µⅯ), for 1h and then incubated 
with the indicated concentration of CAUE overnight. Apoptotic cells were then detected by 
indicating nuclear morphological change stained with H33342. The results are means ± SEM of 
three individual studies. **P<0.01 compared with or without incubation with Z-VAD-FMK under 
each indicated CAUE concentration. 
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3. CAUEによるミトコンドリアへの影響と Bcl-2ノックダウンによる影響 
 NALM-6 において CAUE はアポトーシスを誘導することから，ミトコンドリアへの
影響を検討した．Western blotting法により CAUEの濃度に依存して Bcl-2のタンパク質レ
ベルでの発現が減少することが認められ (Fig. 5)，また，ミトコンドリア膜の透過性の変動
を検出するためフローサイトメトリーを用いて Rhodamine123 (R123) の取り込みを観察し
た．終濃度 0.3 µⅯの R123のみ添加したヒストグラムと CAUE未処置の Controlとするヒス
トグラムでは R123の取り込みに差はないが，処置 6時間後での 0.1, 0.3, 0.6, 1, 3, あるいは
6 µⅯのヒストグラムでは用量にほぼ依存した R123の取り込みの低下が認められ，さらに時
間に依存していることも確認された (Fig. 6A, B)．また，R123の取り込みが低下した細胞を
定量化したところ，CAUE処置 6時間後ではほぼ用量依存的に，12時間後では 0.3 µⅯから
明らかなミトコンドリア膜の透過性の亢進が認められた (Fig. C)． 
 さらに，siRNAを用いて Bcl-2ノックダウンすることで CAUEによるアポトーシスの発現
は増大することが認められた (Fig. 7)． 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. 5. Western blotting analysis of CAUE-induced changes in the level of apoptosis related proteins. 
 Cells were incubated with the indicated concentrations of CAUE for 6 h, and expression of the 
indicated protein was then analyzed by western blotting using expression of β-actin as a loading 
control. Experiments are representative of a minimum of three separate experiments. 
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Fig. 6.  Effects of CAUE on mitochondrial membrane potential. 
Mitochondrial membrane potential was assessed via uptake of R123, a substrate of mitochondrial 
membrane permeability, on flow cytometry assay. (A, B) A typical histogram of data showing a 
decrease in uptake of R123 after incubation with CAUE for 6 or 12 h, no incubation with R123 (1), a 
single incubation with 0.3 µⅯ R123 (2), and CAUE at 0 (3), 0.1 (4), 0.3 (5), 0.6 (6), 1 (7), 3 (8), or 
6 µⅯ (9). Experiments are representative of a minimum of three separate experiments. (C) 
Quantitative results of mitochondrial membrane permeability indicated fluorescent intensity of R123 
uptake. The results are means ± SEM of three individual studies. **P<0.01 compared with the 
control group under the indicated culture condition. 
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Fig. 7. The effects of Bcl-2 knockdown on CAUE-induced apotosis in NALM-6. 
 Either siRNA-Bcl-2 (siBcl-2) or siRNA-control as non-targeting siRNA (Negative control: Neg) 
were transfected into NALM-6 cells using electroporation, as described in Materials and methods. 
The mock group was not transfected with siRNAs, but did undergo electroporation.  
 The expression of Bcl-2 protein was analyzed by western blotting, using expression of β-actin as a 
loading control. Experiments shown are representative of a minimum of three separate experiments. 
The results are means ± SEM of three individual studies. **P<0.01 compared with each mock group. 
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第四節 考察 
化学療法は血液癌を含む様々な癌治療において重要な手段であり，特にリンパ球性白血
病には抗腫瘍薬による化学療法は極めて効果が得られやすい．NALM-6 は急性リンパ球性
白血病の患者の末梢血より採取し，樹立した細胞株である．本研究では，新規カフェイン
酸誘導体である CAUEの殺細胞作用の評価をするにあたり NALM-6を用いて実験を行った．  
 Fig. 1に示したように CAUEの用量に依存した殺細胞作用が認められたが，正常細胞には
殺細胞作用は認められなかった．CAUE のリード化合物である CAPE においても正常細胞
には影響せず，様々な培養癌細胞株に対する殺細胞作用を有することが知られており，37) 同
様に，CAUEにも白血病細胞に選択的な抗腫瘍薬になりうる可能性があると考えられる． 
腫瘍細胞に対する殺細胞作用はアポトーシスが重要な発現機序としての役割を担っている．
38) 主としてアポトーシスを引き起こすカスパーゼファミリーなどのタンパク分解酵素が要
因となり，カスパーゼの分解により活性化され，アポトーシスが引き起こされるとされて
いる． 
 Fig. 2 では時間依存的な核の形態学的変化が観察され，またフローサイトメトリーにお
いても apoptopic sub-G1 peakの発現から時間および用量に依存したアポトーシスの発現
認められた．また，ストレスに応じて DNAの修復をするために発現する PARPはカスパー
ゼ-3のターゲットのひとつであり，全長 116 kDa の PARPは活性化したカスパーゼ-3によ
りせつだんされ，86 kDa となるが，この変化はアポトーシスの実行期の生化学的変化とし
て知られている．Fig. 3のWestern blotting法の結果より PARPの分解が認められたことから 
NALM-6においてアポトーシスが発現したことを示している．Fig. 4では CAUEによるアポ
トーシスがカスパーゼ阻害剤によって完全に抑えられたことを示したことから NALM-6 に
おいて CAUE が引き起こすアポトーシスにはカスパーゼが大きく関与することが示唆され
た． 
 アポトーシスには主に内因性と外因性の２通りの経路があり，内因性経路はミトコンド
リアがシグナル伝達に関与する．今回の検討では CAUE による殺細胞作用の発現をミトコ
ンドリアの活性を指標とするMTTアッセイを用いて測定した．その結果，CAUEによるア
ポトーシスはミトコンドリア活性の低下が深く関与するものと示唆される．Fig. 6は CAUE
によって濃度および時間に依存してミトコンドリア膜の透過性が亢進していることを示し
ており，CAUE 処置 6 時間後においてアポトーシスが観察され (Fig.2A-b)，また，同様に
CAUE 処置後 6 時間における Bcl-2 の発現の減少が認められた(Fig. 5) ．これらの結果は
CAUEによるアポトーシスがミトコンドリア障害に基づくものだと示唆している．抗アポト
ーシス因子であるBcl-2の働きを抑制することでアポトーシスを発現に対する抑制作用が減
少するのではないかと考え，siRNA によって Bcl-2 をノックダウンすることによる CAUE
によるアポトーシスの発現への影響を観察したところアポトーシスの発現は増加すること
が明らかとなった． Bcl-2を治療の標的とし，慢性白血病や多発性骨髄腫，悪性黒色腫，非
小細胞肺癌の治療を目的とした薬剤の開発が進められている．34) アンチセンス技術を活用
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したBcl-2を標的としたタンパク質合成抑制作用はまだ癌患者に有用なところまでは改良さ
れていないが，オリゴヌクレオチドの修飾により、さらに効果が高まるのではないかと期
待している． 
CAUE による NALM-6 における殺細胞作用の発現は，正常細胞には影響することなくミ
トコンドリアの障害とカスパーゼの活性化によることが明らかとなった．また，Bcl-2発現
低下作用をもつことから，白血病治療において，他の抗腫瘍薬に Bcl-2過剰発現を介した耐
性を獲得した場合においても CAUEが有用ではないかと考えられる． 
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第二章 CAUEによるテロメラーゼ活性の抑制による殺細胞作用 
 
第一節 序論  
DNA は二本鎖からなる二重らせん構造をしており，らせんの骨格部分はリン酸と糖から
成り立つ．その 2 本のらせん部分の内側では，アデニン(A)，グアニン(G)，シトシン(C)，
チミン(T)と呼ばれる塩基が向かい合い，Aは Tと，Gは Cと結合し，塩基対を作っている．
染色体末端はヒト細胞では TTAGGGの繰り返し塩基配列構造であるテロメアにより保護さ
れており，このテロメア構造は細胞分裂が繰り返されるごとに短縮され，テロメアの短縮
に限界がくると DNAの複製が停止し，細胞が分裂できなくなる．テロメアが短縮する仕組
みは体内において異常な増殖能をもった細胞，つまり癌化細胞の増殖を抑制する役割を担
っている．テロメラーゼはリボ核タンパクのひとつであり，テロメアを伸長することで細
胞増殖に寄与している．ヒトの正常細胞ではテロメラーゼは活性化していないが，癌細胞
では著しく活性化している．このテロメラーゼの活性を抑制することでテロメアは確実に
短縮し，細胞の増殖は抑制され，アポトーシスへと誘導される． 
正常細胞には影響せず，テロメラーゼの活性抑制作用とアポトーシスの誘導作用をもつ
ことは，癌細胞に特異的に作用すると期待できる．臨床では急性リンパ性白血病の約 50%
が治療可能だとされているが，薬剤に対する耐性や薬剤による副作用によって治療が困難
な場合もある．そこで，白血病において治療ターゲットをテロメラーゼの活性抑制にする
ことは副作用を防ぎつつ，白血病細胞の増殖を抑えるという新たな抗腫瘍効果が期待でき
る．39) 
CAUE は，正常リンパ球の細胞増殖には影響を与えず，ヒト B 細胞由来白血病細胞株
NALM-6 に対して殺細胞作用を示したことから，CAUE による殺細胞作用の発現機構はテ
ロメラーゼ活性にも影響するのかを検討した． 
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第二節 実験材料および実験方法 
 
1．使用試薬 
CAUE及びその他の試薬は第一章，第二節，第 1項に述べた方法にて調製した．  
 
 
2．使用細胞および細胞培養 
 NALM-6 (B細胞由来ヒト白血病細胞株) は，第一章，第二節，第 2項に述べた方法にて
培養した． 
 
 
3．DNA, RNA, タンパク質の合成に及ぼす影響 
 DNA，RNA，タンパク質の合成に及ぼす影響はラジオアイソトープ標識した[3H]-thymidine，
[3H]-uridine， [14C]-leucine (GE Healthcare, Amersham, UK) の取り込みにより検討した．細胞
を 4×105 個/mLに調製し，96-well plateに 100 μL/wellで播種し，CAUEを各濃度で処置
し，10% FBS を含む RPMI 1640 培地で 4 時間培養した．その後，  [3H]-thymidine (37 
MBq/mL)，[3H]-uridine (37 MBq/mL)，[14C]-leucine (1.85 MBq/mL) の活性が各々148 Bqに相
当するように希釈して添加し，さらに 90分間培養した．Labo Mash cell harvester (フタバメ
ディカル株式会社製, 東京) を用いてフィルター膜に各細胞を吸着,乾燥させ，クリアゾルⅠ
(ナカライテスク, 京都) を 2 mL/vial 添加後，LS-6500 液体シンチレーションカウンター 
(Beckman Coulter, Miami, FL, USA)を用いて放射活性を測定した． 
 
 
4．テロメラーゼ活性の測定 
 テロメラーゼ活性は Tero Chaser (TOYOBO, 大坂)を使用して，Stretch polymerase chain 
reaction (PCR) 法にて測定した． 4×105個の細胞を 50 µLの lysis reagentにより溶解し，
20分間氷上にて静置した後，12,000×g, 20分間遠心分離し, タンパク質を抽出した．テ
ロメラーゼ反応を 30℃で 30分間行ない，テロメラーゼ反応液に付属の Clean up Solution
を加え， 15,000 rpmで遠心分離を行うことで精製し，PCR反応を行った．95℃で 30秒
間，68℃で 30秒間，72℃で 45秒間を 1サイクルとして 26サイクル行った．PCR産物
はポリアクリルアミドゲルで電気泳動を行い，Ethidium bromideで染色し，富士フィル
ムイメージアナライザー (FLA-3000G，富士フィルム，東京) で波長 532 nmと 580 nm
にて解析を行った． 
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5．Western blotting法 
Western blotting法は第一章，第二節，第6項に述べた方法にて行った． 
なお，各タンパク質の測定に用いたゲル濃度，一次抗体，二次抗体の条件は以下の通り
である． 
・anti- rabbit hTERT 抗体 (15％ゲル; 1000倍希釈; Santa Cruz Biotechnlogy Inc., TX, USA) 
・anti- rabbit IgG 抗体 (1000倍希釈; CST社) 
 
 
6．統計処理 
 統計処理は第一章，第二節，第 11項に述べた方法にて行った． 
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第三節 結果 
 
1. CAUE処置細胞における DNA，RNA，およびタンパク質の合成に及ぼす影響 
 CAUEは DNA，RNA，タンパク質のいずれに対して影響を示すことで殺細胞作用を誘導
するのかを検討した．DNA，RNA，およびタンパク質の合成が抑制されるか否かをラジオ
アイソトープ標識した[3H]-thymidine，[3H]-uridine，[14C]-leucineの細胞内取り込みを指標と
して測定した．その結果，CAUE 0.3 µⅯの濃度以下では，いずれも影響は認められなかっ
たが，0.6 µⅯでは明らかに[3H]-thymidineの取り込み量が低下していることから，DNAの合
成が抑制されることが示唆されたが，一方で RNA，タンパク質の合成には影響が認められ
なかった．しかしながら，高濃度である 1 µⅯにおいては DNA，RNA，タンパク質のいず
れに対しても取り込み量の低下が認められた．(Fig. 1) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. 1. Effect of CAUE on DNA, RNA and protein synthesis in NALM-6 cells. 
 Cells (4×104) were cultured in 96-well round-bottom plates with the indicated concentrations of 
CAUE for 4 h in a total volume of 100 µL. 3H-thymidine，3H-uridine，14C-leucine were applied and 
incorporation of labeled substrates are presented as percentage vs. control (CAUE vehicle). CAUE 
initially demonstrated inhibitory effects on DNA replication at 0.6 µⅯ; however there was no 
significant effect on RNA and protein synthesis at this concentration. Results are presented as mean 
± SEM.*P<0.01 vs. control group.  
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2. CAUEのテロメラーゼ活性とｈTERTの発現への影響 
テロメラーゼ活性は Stretch PCR法にて測定した．CAUE処理後 18時間では濃度に依存し
たテロメラーゼ活性の低下が認められた．バンド強度を算出すると，CAUE 0 µⅯを 100%と
し，0.1 µⅯでは 92%，0.3 µⅯでは 64%，0.6 µⅯでは 19%，さらに 1 µⅯでは 0%と用量依存
的な活性の低下が示唆された (Fig. 2)． 
テロメラーゼの構成因子である human telomerase reverse transcriptase (hTERT) の発現を
Western blotting法により検討したところ，用量依存的に発現が低下することが示された 
(Fig. 3)． 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. 2. Effect of CAUE on telomerase activity 
Cells were incubated with the indicated concentrations of CAUE for 18 h and telomerase 
activity was measured by stretch PCR. Percentage inhibition of telomerase was calculated from 
the band intensity and the results revealed that telomerase activity, compared with the CAUE 
vehicle group (100%) decreased to 92, 64, 19 and 0% following treatment with 0.1, 0.3, 0.6 and 
1 µⅯ CAUE, repectively. Similar results were obtained in three separate sets of experiments. 
26 
 
 
 
Fig. 3. Effect of CAUE on hTERT protein expression. 
 Cells were incubated with the indicated concentrations of CAUE for 18 h and hTERT protein 
expression was determined by western blotting. At 0.1, 0.3, 0.6 and 1 µⅯ CAUE, hTERT 
expression was 96, 48, 11 and 7%, respectively, as determined by densitometry analysis (compared 
with the CAUE vehicle group as 100% ). Similar results were obtained in three separate sets of 
experiments.  
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第四節 考察 
CAUEは正常細胞には殺細胞作用を示すことなく，ヒト B細胞由来白血病細胞株NALM-6
に対して強力な殺細胞作用を示し，NALM-6 における CAUE による殺細胞作用のメカニズ
ムは RNA合成やタンパク質合成よりも DNA合成の抑制にあるものと示唆された (Fig. 1)． 
このことは CAUEが直接的に核に作用し，DNA合成を抑制した結果アポトーシスを引き起
こすと考えられる．その理由として CAUEの類似化合物である CAPE (Caffeic acid phenethyl 
ester) はNF-κB (nuclear factor κB) の抑制に基づくDNA障害を抗腫瘍作用のひとつにもつと
の報告がある．40) また，カフェイン酸も NF-κB を抑制するとの報告 10) もあることから，
CAUEが NALM-6において NF-κBを抑制し，DNA合成阻害に基づくアポトーシスを誘導す
ることが示唆され，血液癌の治療として単独投与や多剤併用により臨床治療において有用
ではないかと考えられる．  
 癌細胞においてテロメラーゼは直接NF-κB依存遺伝子を抑制するなどのようにNF-κBと
テロメラーゼ活性には相互関係がある．41,42) CAUEは DNA合成阻害とテロメラーゼ活性を
抑制するものと考えられる．テロメラーゼ活性の抑制をターゲットとする化合物は，より
選択的に癌細胞に対して抗腫瘍効果を示すことが期待されることから，CAUEの様なテロメ
ラーゼ活性を抑制する化合物が白血病の治療薬として確立することを期待する． 
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第三章 NGENによる殺細胞作用 
 
第一節 序論 
ポリフェノール化合物は果物・野菜，紅茶やワインなどの食事や嗜好品に含まれており，
またイチョウ葉をはじめとする伝統的な東洋医学における薬としても加工され用いられて
いる．ポリフェノール化合物のひとつであるフラボノイドは強力な抗酸化作用を示し，健
康に寄与するとの報告もある．これらは癌予防あるいは，癌治療に効果があるとする in vivo
あるいは in vitro の基礎的研究および疫学調査とヒトにおける臨床試験により明らかにさ
れている．43) 
グレープフルーツを代表とする多くの柑橘類に含まれるフラボン配糖体であるナリンジ
ン(Naringin; NG) は抗酸化酵素活性を上昇させ，細胞内の活性酸素種 (reactive oxygen 
species; ROS) の産生を抑制することで抗酸化作用調節に重要な役割を果たしている．16)  
また，生体内での脂質代謝やアルコール代謝の活性化作用，17) 抗ウイルス作用，18) 抗炎症
作用，19) 薬物代謝酵素の CYP1A2活性抑制作用 20) なども有する．さらに NGは典型的な酸
化的ストレスの誘発物質である過酸化水素 H2O2 21) や酸化的ストレスを介して抗腫瘍効果
を発現する Ara-C によるアポトーシスを介する殺細胞作用を抑制するとの報告もある．16) 
また，大腸菌由来の LPS によるエンドトキシンショックやマウスマクロファージ細胞株の
RAW264.7における LPSによる NO の産生を有意に抑制するとの報告もある．22) 
 NG を経口摂取すると，腸内細菌により加水分解され，多くはグリコシド結合が解離し
アグリコンであるナリンゲニン (Naringenin; NGEN) となり(Fig. 1) 吸収される．44) NGEN
は薬物代謝酵素の CYP3A4 活性抑制作用，血管拡張作用，抗酸化作用あるいは細胞周期の
停止による腫瘍増殖抑制作用を有し 45,46) ヒト前骨髄性白血病細胞株 HL-60に対し殺細胞作
用と一過性のカスパーゼ-3/CPP32 活性化誘導に伴うアポトーシスを引き起こすとする報告
がある．47) そこで in vitroおよび in vivoにおいて種々のヒト腫瘍細胞株に対する NGEN殺
細胞作用の影響とその発現機序について検討した． 
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Fig. 1. Structure of Naringin (NG) and Naringenin (NGEN) 
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第二節 実験材料および実験方法 
 
1．使用薬物 
 NGEN は Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA) より，その他の試薬はいずれも
Sigma-Aldrich社またはナカライテスク (京都) より購入した．細胞培養に用いた試薬はすべ
て Invitrogen (Carlsbad, CA, USA) より購入した．使用薬物はすべて特級品を用いた． 
 in vivoにおいて，NGENは 0.5% Tween 80生理食塩液に溶解し，用時調製した．一方，in vitro
においては dimethyl sulfoxide (DMSO) に溶解調製して用いた．DMSOは細胞増殖に影響を
与えない終濃度 0.5％以下で使用した． 
 
 
2．使用細胞および細胞培養 
使用した細胞はいずれも第一章，第二節，第 2項に述べた方法にて培養した． 
 
 
3．使用動物 
 実験に用いた動物はすべて日本 SLC (浜松)から購入した 6週令 ddY系雄性マウスを使用
し，東北薬科大学実験動物センター内の，室温 23±1℃，湿度 50±5％，12時間周期 (明期 07:00
∼19:00，暗期 19：00∼07：00) の明暗サイクル環境下で管理した実験室において，日本クレ
ア製固形飼料 (CE-2)と水道水を自由に摂取させて飼育した．実験時の動物の体重は， 
30-32 gであった．全ての動物実験は，“東北薬科大学動物実験指針”に従い行った． 
 
 
4．MTT法 
MTT法は第一章，第二節，第 4項に述べた方法にて行った． 
 
 
5．フローサイトメトリーによる細胞周期の測定 
 フローサイトメトリーによる細胞周期の測定は第一章，第二節，第 5 項に述べた方法
にて行った． 
 
 
 
 
 
 
31 
 
6．in vivoにおける抗腫瘍効果 
 ddY系雄性マウスを 1群 10匹とした．左足大腿部にマウス腫瘍細胞 sarcoma S-180 (1×106 
cells/0.1 mL) を皮下投与して 24時間後から 1日 1回，5日間，NGEN (30, 100, 300 mg/kg) ま
たは NG (300 mg/kg) を腹腔内あるいは経口投与した．NGEN投与終了から 2週間後に腫瘍
を切除し重量を測定した．ポジティブコントロールには5-フルオロウラシル (5-FU; 10mg/kg, 
i.p.) を用いた．コントロール群のマウスには 0.5% Tween 80生理食塩液 (溶媒)を NGENと
同様に投与した． 
 
 
7． 統計処理 
有意差検定は第一章，第二節，第 11項に述べた方法にて行った．  
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第三節 結果 
1. 様々なヒト腫瘍細胞株における NGENの殺細胞作用 
 NGEN による種々のヒト腫瘍細胞株に対する殺細胞作用の発現を処置 48時間後にMTT
法により測定し，EC50を算出し比較検討した．乳癌細胞株ではエストロゲンレセプター (ER) 
とプロゲステロンレセプター (PgR) が発現している MCF-7 およびそれらを発現していな
いMDA-MB-231を用いたが EC50値に差は認められなかった．また，胃癌細胞株として p53
が発現していない KATOⅢと p53 変異型の MKN-7，肝臓癌細胞株は p53 野生型の HepG2
と p53 が発現していない Hep3B あるいは変異型の Huh7 を用いたところいずれにおいても
殺細胞作用は認められ，癌化学療法の標的遺伝子として重要な癌抑制遺伝子 p53 の発現の
有無，変異型の差異による殺細胞作用への影響はなかった．また，膵臓癌の PK-1，大腸癌
のCaco-2においても殺細胞作用は認められたが，Caco-2が最もNGENの感受性が低かった．
抗腫瘍薬の 6-thioguanineに耐性を示す子宮頸癌細胞株の Hela-TG とその母細胞である Hela
との差も認められなかった．一方，抗腫瘍薬の効果が比較的高い白血病細胞株の HL-60, 
NALM-6, Jurkat, U937では他の細胞株と比較し EC50が小さいことから，NGENに対する感
受性も高いことが認められた (Table. 1)． 
 
Table 1.ER Naringenin-induced Cytotoxicity in Human Cancer Cell Lines 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 Cytotoxicity was estimated by MTT assay, as described in Materials and Methods. The 
comparative cytotoxicity is expressed as the 50% effective concentration (EC50). Each value 
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represents the mean ± SEM for three different experiments performed in triplicate. 
(estrogen receptor; ER, progesterone receptor; PgR, wild-type; wt, mutant; mt) 
 
 
2. 大腸癌細胞株と白血病細胞株における NGENによるアポトーシスの誘導 
 NGENに対して最も低感受性であった大腸癌細胞株 Caco-2と最も高感受性であったヒト
前骨髄性白血病細胞株 HL-60において、アポトーシスに特徴的な apoptopic sub-G1 peakの発
現を指標としアポトーシスの発現を観察した．NGEN 処置 24 時間後の Caco-2 において
apoptopic sub-G1 peak の割合は Controlでは 3.04% (Fig. 2A-a) であるのに対し，0.25 mMで
は 19.92％ (Fig. 2A-b)，0.5 mMでは 37.64% (Fig. 2A-c)，1 mMでは 69.93% (Fig. 2A-d) と用
量に依存して apoptopic sub-G1 peak の発現が増大した．また，HL-60においても Controlで
は 0.89% (Fig. 2B-a)に比較し，0.1 mMでは 2.52％ (Fig. 2B-b)，0.25 mMでは 29.03% (Fig. 2B-c)，
0.5 mMでは 71.23% (Fig. 2B-d) と Caco-2に処置した濃度よりも低い濃度でも用量に依存し
て apoptopic sub-G1 peakの発現が増大した． 
 
 
A 
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B 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig.2  Appearance of hypodiploid cells in NGEN-treated Caco-2 (A) and HL-60 (B) 
 Cells were treated with NGEN for 24h, and hypodiploid cells (sub-G1 peak) were detected by 
flow cytometry, as described in Methods. A representative of the sub-G1 peak is shown. 
 
 
3. in vivoにおける NGENの抗腫瘍効果 
 in vivoにおいてマウス腫瘍細胞 sarcoma S-180 (S-180) を用いて NGENの抗腫瘍効果を検
討した．S-180を ddY系雄性マウスの左足大腿部に皮下接種したモデル動物を使用し，S-180
を接種後 24 時間後から，NGEN (30, 100,300 mg/kg) を腹腔内投与あるいは NGEN (300 
mg/kg)を経口投与，また，NG (300 mg/kg)を腹腔内および経口投与で 1日 1回，5日間連続
投与した．S-180 を接種して 2 週間後の腫瘍重量はコントロール群では 6g前後であり，コ
ントロール群を 100%としたとき NGEN (30, 100, 300 mg/kg) の腹腔内投与群ではそれぞれ
99.7%，72.2%，57.0%と腫瘍重量は減少し，用量依存的に腫瘍増大が抑制された．また，NGEN 
(300 mg/kg) 経口投与群では 54.1%まで腫瘍増大が抑制された． NG (300 mg/kg) を腹腔内あ
るいは経口投与で NGEN と同様に連続投与したところ，経口投与群では 57.8%まで腫瘍増
大が抑制されたが，腹腔内投与群では 94.3%とほとんど腫瘍の増大が抑制されなかったこと
から，NGの腫瘍増大抑制効果は経口投与の方が著明であった． 
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 NGEN による 50% 致死率 (LD50) は腹腔内投与 48 時間後で 15g/kgであった．今回用い
た NGENの用量は LD50の約 50分の１であり，NGEN を投与したマウスにおいて外見的観
察では有意な毒性発現は認められなかった．また，ポジティブコントロールとしてフッ化
ピリミジン系抗腫瘍薬の 5-FU を使用し，5-FU (10 mg/kg) の腹腔内投与において NGENと
同程度の抗腫瘍効果が得られた(Fig. 3)． 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. 3. Inhibitory effects of NGEN on the growth of murine S-180 tumor implanted in ddY 
mice 
 Sarcoma S-180 cells (1×106) in 0.1 ml of PBS were subcutaneously injected between the 
femur of male ddY mice. After 24 h, mice were treated with naringenin (NGEN, 30, 100 or 300 
mg/kg, i.p., or p.o.), naringin (NG, 300 mg/kg, i.p., or p.o.) or 5-fluorouracil (5-FU, 10 mg/kg, 
i.p.) once a day for 5 d. The tumors were excised and weighed 2 weeks after the end of the 
treatment. Each value represencts the mean ± SEM for three different experiments. *P<0.05 vs. 
control groups. 
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第四節 考察 
NGENは柑橘類に含まれるフラボノイドのひとつであり，in vitroにおける NGENの抗腫
瘍効果を検討した．MTT 法により，種々の腫瘍細胞株に対する殺細胞作用を比較したとこ
ろ，いずれの細胞株においても効果は認められたが，エストロゲンレセプターとプロゲス
テロンレセプターの発現の有無，癌抑制遺伝子 p53 の発現の有無や変異型による殺細胞作
用に差はなく，また，6-thioguanineの耐性の有無によっても差は認められなかった．既存の
抗腫瘍薬の効果が比較的高い白血病細胞株においては，消化器系細胞株よりも NGEN の感
受性は高かったことから，NGEN は一般的な抗腫瘍薬の特徴を有すると考えられる (Table. 
1)． 
癌化学療法においては抗腫瘍薬により腫瘍細胞をアポトーシスへと誘導することが重要
である．48,49) そこで NGEN による殺細胞作用はアポトーシスに起因するかを検討した．
NGENに感受性が高かった HL-60と感受性が低かった Caco-2において，いずれの細胞株で
もフローサイトメトリーによる sub-G1 ピークの発現の増大が認められたことから，NGEN
は腫瘍細胞株においてほぼ共通してアポトーシスを誘導することが認められた (Fig. 2)． 
また，in vivoにおいて NGENは腹腔内あるいは経口投与により有意な抗腫瘍効果が認め
られたが，NG は経口投与においてのみ有意な抗腫瘍効果が認められた．これは，NG が腸
内で活性本体となる NGEN へ代謝されることで抗腫瘍効果を示すことが示唆された． 
NGEN は in vivoにおいて 5-FUと同程度の腫瘍増殖抑制効果を持つことが明らかとなった 
(Fig. 3)． 
柑橘類に豊富に含まれる天然成分である NGEN による殺細胞作用が認められたことから
日々の食生活から摂取できる成分が既存の抗腫瘍薬と同等の重要性を持つことが示唆され
た． 
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第四章 HL-60における NGENによる殺細胞作用の発現機構 
 
第一節 序論 
第三章で in vivoあるいは in vitroの試験において NGENの殺細胞作用が見出されたので，
NGEN に対する感受性が最も高かったヒト前骨髄性白血病細胞株 HL-60 を用いて，その発
現機構を検討した．NGEN によって引き起こされるアポトーシスに発現にはカスパーゼフ
ァミリー活性の変動と核内転写因子である nuclear transcription factor-κB (NF-κB) が重要な
役割を果たすとの報告 50) から NF-κBの活性化とこれを制御する IκBαへの影響についても
検討した．さらに，NGEN によって引き起こされるネクローシスの発現には細胞死モード
スイッチのひとつとして細胞内 ATP濃度の変化が報告されているので，51) アポトーシスか
らネクローシスへの変換における細胞内 ATP濃度の関わりについて検討した． 
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第一節 実験材料および実験方法 
 
1．使用薬物 
 NGEN及びその他の試薬は第三章，第二節，第 1項に述べた方法にて調製した． 
 
 
2．使用細胞および細胞培養 
使用した細胞はいずれも第三章，第二節，第 2項に述べた方法にて培養した． 
 
 
3．核の形態学的観察 
核の形態学的観察によるアポトーシスの発現は第一章，第二節，第 3 項に述べた方法に
て行った． 
 
 
4．MTT法 
MTT法は第一章，第二節，第 4項に述べた方法にて行った． 
 
 
5．フローサイトメトリーによる細胞周期の測定 
フローサイトメトリーによる細胞周期の測定は第一章，第二節，第 5 項に述べた方法に
て行った． 
 
 
6．カスパーゼ活性の測定 
 カスパーゼ-3， -8，および -9の活性は colorimetric assay kit (MBL，名古屋) を使用し 
マニュアルに従い測定した．細胞 4×105 個を付属の Cell Lysis buffer 100 µLを加えて溶解し，
タンパク質を抽出した．タンパク質量を一定にし，基質 DEVD-pNA (カスパーゼ-3)，
IETD-pNA (カスパーゼ-8)，LEHD-pNA (カスパーゼ-9) を各々2.5 µL加え，37℃で 1時間反
応させ，吸光度を測定した．吸光度は Inter-med model NJ-2300 Microplate Readerにて波長 405 
nmで測定した．NGEN未処置群をコントロールとし，NGEN処置群との比較により活性を
算出した． 
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7．Electrophoretic mobility shift assay (EMSA) 法 
 核内転写因子 NF-κB の発現レベルは EMSA 法により検討した．HL-60 細胞を細胞を
4×106個に NGEN (0.25, 0.5, 1 mM)を処置し，37℃，5% CO2インキュベーターで 2時間培養
した．遠心分離によって細胞のみを回収し，NE-PER nuclear and cytoplasmic extraction reagents 
(Pierce Chemical Co. Rockford, IL, USA)を使用しマニュアルに従い核タンパク質を抽出した．
EMSA法で使用した NF-κBのプローブ(5’-AGT TGA GGG GAC TTT CCC AAD C-3’) は，T4 
polynucleotide kinase (Promega, Madison, WI, USA) と[γ-32P]-ATP (Amersham Inc, Piscataway, 
NJ, USA)を用いて標識し，microspin G-25 column (Amersham Inc, Piscataway, NJ, USA)で精製
した．EMSA法は Promega社のマニュアルに従い行った．核タンパク質 3 µg, binding buffer, 
32P標識 NF-κB，loading buffer (10 mM HEPES pH 7.9，50 mM KCl，0.1 mM EDTA，2.5 mM DTT, 
10% glycerol) を混合し，室温にて 30分間放置した．競合実験は放射性プローブを加える 10
分前に 100 倍量の非放射性 NF-κB を添加した検体を使用した．その後，6% ポリアクリル
アミドゲルで電気泳動を行い，ゲルをイメージング・プレートに 60分間転写し，富士フィ
ルムイメージングアナライザー (BAS-5000) を用いて解析した． 
 
 
8．Western blotting法 
Western blotting法は第一章，第二節，第6項に述べた方法にて行った． 
なお，各タンパク質の測定に用いたゲル濃度，一次抗体，二次抗体の条件は以下の通り
である． 
・anti-mouse Bcl-2 抗体 (15％ゲル; 1000倍希釈; CST社) 
・anti-rabbit Caspase-3 抗体 (15％ゲル; 1000倍希釈; CST社) 
・anti-rabbit Cleaved Caspase-3 抗体 (15％ゲル; 1000倍希釈; CST社) 
・anti- rabbit NF-κB p65 抗体 (10％ゲル; 1000倍希釈; CST社) 
・anti- rabbit NF-κB p50 抗体 (10％ゲル; 1000倍希釈; CST社) 
・anti- rabbit IκBα 抗体 (15％ゲル; 1000倍希釈; CST社) 
・anti-mouse c-Rel 抗体 (15％ゲル; 1000倍希釈; SANTA CRUZ 社) 
・anti-mouse sp-1 抗体 (15％ゲル; 1000倍希釈; SANTA CRUZ 社) 
・anti-rabbit β-actin 抗体 (15％ゲル; 1000倍希釈; CST社) 
・anti-mouse IgG 抗体 (10000倍希釈; CST社) 
・anti- rabbit IgG 抗体 (10000倍希釈; CST社) 
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9．ATP活性の測定 
 細胞内 ATP量は luciferin/luciferase-based assay (Molecular Probes Inc., Eugene, OR, USA) を
用いて測定した．酸素存在下で luciferinと ATPが反応し発する光を測定した．24 well 
プレートに 1well あたり 1×106個の細胞を播種し，NGEN を処置し 3 時間後 PBS 洗浄し，
Cell Lysis bufferで細胞を溶解し，基質 (D-luciferin, firefly luciferase)と反応させた 15分後に
ルミノメーター (Kikkoman，東京) を用いて発光を測定した． 
 
 
10． 統計処理 
有意差検定は第一章，第二節，第 11項に述べた方法にて行った．  
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第三節 結果 
 
1. NGENによる HL-60における殺細胞作用 
NGEN による殺細胞作用をヒト前骨髄性白血病細胞株 HL-60 を用いて検討した．アポト
ーシス細胞とネクローシス細胞の出現をビスベンズイミドH33342フルオロクロム三塩酸塩
(H33342) 染色とヨウ化プロピジウム (Propidium Iodide; PI) 染色を用いた蛍光顕微鏡によ
る核の形態学的観察により行った．NGEN 0.5 mM処置 12時間後では H33342染色により
核の断片化，クロマチンの凝集，細胞の収縮を特徴とするアポトーシス細胞が多く観察さ
れたが，この時 PI染色によるネクローシス細胞はほとんど観察されなかった (Fig.1A-b,e)． 
また，高濃度である NGEN 1 mM 処置 12 時間後ではネクローシス細胞が多く観察された 
(Fig. 1A-f)． 
NGEN 0.1，0.25，0.5，1 mMを処置後 12時間においてアポトーシス細胞は 0.5 mMの用
量までは用量依存的に発現が増加したが 1 mMでは認められず，PI染色細胞は NGEN 1 mM
で急激な増加が認められた．アポトーシスの発現に中核的な役割を果たすカスパーゼファ
ミリーの阻害剤である Z-Asp-CH2-DCBを NGENと併用すると，アポトーシス細胞のみ発現
が抑制された (Fig. 1B)． 
さらにアポトーシスの発現はフローサイトメトリーを用いて，アポトーシス細胞に特徴
的な apoptopic sub-G1 peak の発現を指標として検討した．核の形態学的観察の結果と同様
に，NGEN未処置の Controlは 0.39％，0.1 mMは 2.52％， 0.25 mMは 29.03％， 0.5 mMは
71.23％と，用量に依存した apoptopic sub-G1 peak の増加が認められたが， NGEN 1 mMで
は 9.12％と apoptopic sub-G1 peak の割合は減少した (Fig. 1C)． 
A 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
a d 
b e 
f c 
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Fig. 1. NGEN-induced apoptosis and necrosis in HL-60 cells. 
 Following exposure to NGEN at 0.1, 0.25, 0.5 or 1 mM for 12 h, apoptotic or necrotic cell death 
was examined based on changes in nuclear morphology and by flow cytometric analysis, as 
described in Mehthods. (A) After exposure to NGEN, the cells were stained with H33342 (a-c), and 
PI (d-f), respectively. Magnification 400x. (a and d) Control. (b and e) 0.5 mM NGEN. (c and f) 1 
mM NGEN. (B) Effect of Z-Asp-CH2-DCB (50 µM), an extensive inhibitor for caspases, on 
NGEN-induced nuclear morphological change. *P<0.05 vs.control groups. Each value represents the 
mean ± SEM for three different experiments performed in triplicate. (C) Flow cytometric analysis by 
FACScan. A representative of the hypodiploid cells (apoptopic sub-G1 peak) is shown. 
 
 
2. NGENによるカスパーゼ活性への影響 
 カスパーゼファミリー阻害剤の併用により NGEN によるアポトーシスの発現が抑制され
たことから，アポトーシスの発現に重要な役割を果たすカスパーゼ-3, -8, -9の活性を測定し
た (Fig. 2)．アポトーシスの発現が認められた NGEN 0.25 mMあるいは 0.5 mMではカスパ
ーゼ-3が最も強く活性化しており，次いで内因性経路のイニシエーターであるカスパーゼ-9
が活性化していた．外因性経路のイニシエーターであるカスパーゼ-8は NGEN 0.25 mM，
0.5 mMいずれの濃度においても影響が認められなかった (Fig. 2A)．この時，カスパーゼ-3
の活性化をWestern blotting法によっても確認したところ，NGEN 0.25 mM，0.5 mMにおい
てはカスパーゼ-3の活性化の指標である cleaved caspase-3の発現が認められたが，1 mM で
は認められなかった (Fig. 2B)． 
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A 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
B 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. 2.  Effects of activation of caspases by NGEN exposure for 12 h.  
(A) Caspase-3, -8 and -9 activities were measured as described in Methods. *P<0.05 vs. control 
groups. Each value represents the mean ± SEM for three different experiments performed in 
triplicate. (B) Active caspase-3 was detected by Western blotting. Similar results were obtained in 
three separates sets of experiments. 
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3. NGENによる NF-κBの活性化と IκBαの分解 
 HL-60 に NGEN 0.1, 0.25, 0.5 あるいは 1 mM を処置 2 h 後に核タンパク質を抽出し
electrophoretic mobility shift assay (EMSA) により NF-κBの活性を測定した．NGEN 0.5 mMま
では用量に依存した活性化が認められたが，１mM では認められなかった (Fig. 3A)．過量
のコンセンサスオリゴヌクレオチドを添加することで，DNA/タンパク質相互作用による特
異的なバンドの発現を抑制することが観察された (Fig. 3A-cold lane)． 
また，NF-κBのサブユニットについてもWestern blotting法を用いて検討したところ，c-Rel, 
NF-κB p65, NF-κB p50いずれにおいても NGEN 0.5 mMまでは発現の増加が認められたが，
1 mM では認められなかった．なお，この時 Sp-1を核タンパク質のローディングコントロ
ールとした (Fig. 3B)． 
IκBα の分解とリン酸化あるいはユビキチン化により，NF-κB の核への移行が生じること
から NF-κBの活性化を IκBαの分解を指標としWestern blotting法を用いて検討した．NGEN 
0.5 mM あるいは 1 mMを異なる時間で HL-60に処置し，各々のタンパク質を抽出したとこ
ろ，0.5 mMでは処置 30分後に最も IκBαのバンドの発現が弱く，このことは IκBαが最も分
解されていることを示している．しかしながら，NGEN 1 mMではいずれの処置時間におい
ても IκBαのバンドの発現に差はなく，影響がないことが示唆された (Fig. 3C)． 
 
 
A 
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Fig. 3. NGEN-induced activation of NF-κB and degradation of IκBα. 
(A) The cells were incubated for 1 h with NGEN (0.1, 0.25, 0.5 or 1 mM). After the incubation, 
nuclear proteins were extracted, and the amount of NF-κB bound to the DNA probe was detected by 
electrophoretic mobility shift assay (EMSA). (B) Detection of NF-κB subunits (c-Rel, p65 and p50) 
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by Western blotting. (C) Cells were treated with 0.5 or 1 mM of NGEN for the periods indicated, and 
IκBα was determined by Western blotting. Similar results were obtained in three separates sets of 
experiments. 
 
4. NGENによる細胞内 ATPレベルへの影響 
 細胞内 ATP レベルが減少することで細胞死がアポトーシスからネクローシスへシフトす
ることが報告されている．52) 高濃度である NGEN 1 mMを HL-60に処置したときの細胞内
ATPレベルを測定したところ処置後 3hにおいて NGEN 0.5 mMまではほとんど影響が認め
られないが 1 mMでは明らかに減少することが認められた (Fig. 4A)．また，1, 2あるいは 
5 mMと NGENの濃度を高くすると，時間と用量に依存して細胞内 ATPレベルが減少する
ことが分かった (Fig. 4B)． 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. 4. Effects of intracellular ATP depletion by NGEN. 
(A) The cells were incubated with NGEN (0.1, 0.25, 0.5 or 1 mM) for 3 h, and the intracellular 
ATP concentration was measured as in Methods. (B) High concentration of NGEN (1, 2 or 5 
mM)-induced depletion of intracellular ATP levels. *P<0.05 vs.control groups. Each value represents 
the mean ± SEM for three different experiments performed in triplicate. 
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第四節 考察 
NGENに感受性が高かった HL-60において H33342染色と PI染色によりアポトーシス細
胞とネクローシス細胞の割合を検討すると NGEN の用量に依存してアポトーシス細胞の割
合は増加するが，NGEN高用量である 1 mMにおいてはアポトーシスよりもネクローシス細
胞が有意に増加した．また，フローサイトメトリーによる apoptopic sub-G1 peak の割合も
NGEN の用量に依存し増大した．フラボノイドによるアポトーシスの発現はカスパーゼの
活性が関与するとの報告 53) もあることから広域カスパーゼ阻害剤とNGENを併用すること
で NGEN によるアポトーシスの発現は有意に抑制され，この時，ネクローシス細胞の発現
には影響がなかった．そこで，カスパーゼ-3，-8，-9の活性を測定したところ，アポトーシ
スの実行過程に関わるカスパーゼ-3 の活性が著明に増加することが認められ，次いで，カ
スパーゼ-9 の活性化も認められた．一方，カスパーゼ-8 の活性化は認められなかった．ま
た，カスパーゼ-3の活性化はWestern blotting法によっても確認された．以上のことから，
NGEN が誘導するアポトーシスは，一部カスパーゼ-9 が関与するカスパーゼ-3 依存性であ
ることが示唆された．  
アポトーシスと NF-κBとの関わりについて， NF-κBの活性化はアポトーシスの発現を抑
制すると知られているが，54) 一方，何ら影響を与えないとの報告もされている．55, 56) 抗腫
瘍薬のエトポシド 57) や腫瘍壊死因子 tumor necrosis factor-α (TNF-α) 58) によるアポトーシス
の発現には NF-κB の活性化が必要であることが知られている．アポトーシスの発現に関与
する Fas受容体や TNF-α受容体を介する経路にはカスパーゼ-8の活性化が関与し，59) この
時TNF-αによってNF-κBが活性化するとの報告から 60) TNF-αによるアポトーシスの発現は
NF-κB に調節されていることが示唆される．しかし，NGEN によるカスパーゼ-8 の活性化
は認められなかったことから NGENによるアポトーシスの発現には TNF-α受容体を介する
経路は関与しないと考えられる．  
HL-60細胞株において，アドリアマイシン系抗腫瘍薬のダウノルビシンは IκBαの分解に
伴い NF-κB を活性化するとの報告から，61) アポトーシスの発現を誘導する化合物は IκBα
の分解による NF-κB活性化に密接に関わっていることが示唆される．また，低濃度の NGEN 
(30 µⅯ) はマクロファージにおいて，大腸菌由来の LPSに誘発される IκBαの分解と NF-κB
活性化を抑制するとの報告があり，19) NGENは細胞や処置濃度の違いによって NF-κBカス
ケードに対し相反する作用を示すことが示唆された． 
高用量 NGEN (1 mM) を HL-60細胞株に処置すると，それより低濃度(0.5 mM) 以下では
ほとんどが認められなかった，PI 染色細胞が認められた結果からもネクローシスが誘導さ
れることが明らかとなり，この時，著明な細胞内 ATPの減少が認められた．しかしながら，
高用量 NGEN による細胞内 ATP の減少がどのような機序によるものなのかは不明である．
細胞内 ATP はミトコンドリアにおいて合成されることから，MTT 法の結果からも HL-60
細胞株における NGEN による殺細胞作用はミトコンドリア呼吸鎖機能への影響が示唆され
るが，このことはカスパーゼファミリーの中でミトコンドリアが関与するカスパーゼ-9 が
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活性化していることからも整合性が認められ，高用量 NGEN (1 mM) の処置によってネクロ
ーシスが誘導されるのはミトコンドリアが障害を受け細胞内 ATP が減少することに起因す
ると考えられる．培養細胞系において，細胞内 ATPの上昇と NF-κBの活性化は相関すると
の報告もあり，62) 高用量 NGEN の処置によって細胞内 ATP の減少に伴い NF-κB の活性化
が起こらないのではないかと推察される． 
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総括 
 
 癌化学療法において抗腫瘍薬は癌細胞に対する殺細胞作用を目的として患者に投与され
る．殺細胞作用とは癌細胞をアポトーシスへと誘導することが重要である．55, 56) 
 例えば抗腫瘍薬のなかにはパクリタキセルのように天然物由来の成分から開発された化
合物が多くあることから，天然物由来の健康食品として広く利用されてきたプロポリスの
様々な生理活性に注目しその構成成分である CA 誘導体をリード化合物としてさらに活性
が高い CAUE を合成し，アポトーシスの発現機序について検討した．また，プロポリスと
同様に天然物由来であり柑橘類に多く含まれる NGEN によるアポトーシスの発現機序につ
いても検討した． 
 CAUEにおいては正常細胞には影響することなく，ミトコンドリアの障害とカスパーゼの
活性化に起因するアポトーシスの発現が明らかとなり，さらに DNA合成阻害とテロメラー
ゼの活性化を抑制することも示唆された．(第一・二章) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. 1. Pathway of CAUE-induced apoptosis 
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また，NGENではS-180担癌マウスにおいて明らかな腫瘍増殖抑制効果が認められ，in vitro
でのHL-60に対する殺細胞作用は低濃度でのカスパーゼ-3と-9の活性化と IκBαの分解に伴
う NF-κB活性化が関与するアポトーシスの発現と高濃度での細胞内 ATPの減少によるネク
ローシスの発現が明らかとなった．(第三・四章) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. 2. Pathway of NGEN-induced apoptosis 
 
 
 本実験では天然物由来成分が正常細胞に影響することなく，腫瘍細胞株にのみアポトー
シスを発現することを明らかとした．このことは日々の食生活で摂取できる天然物由来成
分にも新たな抗腫瘍薬になりうる可能性を示唆するものである． 
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